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POVZETEK 
 
Odpornost bakterij na protibakterijske učinkovine postaja svetovni zdravstveni problem. 
Največji razlog predstavljata neustrezna in prekomerna uporaba teh učinkovin. Potrebe po 
razvoju novih protibakterijskih učinkovin so sedaj večje kot kadarkoli. Zanimivo tarčo za 
razvoj novih zaviralcev infekcijskih bolezni predstavlja biosintezna pot peptidoglikana, ki 
omogoča selektivno delovanje teh učinkovin. Ligaze Mur, ki sodelujejo pri biosintezi 
peptidoglikana, so zaradi znanega mehanizma in znane kristalne strukture trenutno med 
najbolj raziskovanimi področij. 
 
V sklopu raziskovalnega dela magistrske naloge smo sintetizirali derivate 3-vinilpiridina, 
potencialne zaviralce encimov ligaz Mur. Osnovo za načrt dela je predstavljal kinazni 
zaviralec, zadetek, ki smo ga dobili z rešetanjem knjižnice spojin podjetja GSK. Pri sinteznih 
postopkih smo se posluževali reakcijskih mehanizmov sklopitvenih reakcij ter reakcij 
pripajanja, s katerimi smo želeli povečati tvorbo interakcij spojin z aktivnim mestom, 
povečati njihovo topnost ter preveriti vpliv posameznih funkcionalnih skupin na zaviralno 
delovanje spojin. Biokemijska testiranja, opravljena ob koncu raziskovalnega dela, 
nakazujejo, da sintetizirane spojine predstavljajo dobro osnovo za nadaljnji razvoj in 
optimizacijo na področju potencialnih zaviralcev encimov ligaz Mur. 
 
Ključne besede: bakterijska odpornost, protibakterijske učinkovine, biosintezna pot 
peptidoglikana, ligaze Mur, zaviralci ligaz Mur, sklopitvene reakcije 
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ABSTRACT 
Due to the inadequate and overuse of antibiotics, the bacteria began to develop different 
mechanisms of resistance. Bacterial resistance in now becoming a worldwide health problem. 
Therefore, there is an urgent need for the new development of antibacterial agents. Because of 
the possibility of achieving selective toxicity, the peptidoglycan biosynthesis pathway 
represents an interesting target in the field of the new antibacterial drug development. Mur 
ligases, which participate in the biosynthesis of peptidoglycan, are thus to their known 
crystalline structures and working mechanisms currently among the most studied fields.  
 
As part of the master thesis we synthesized 3-vinylpyridine derivates, potential inhibitors of 
Mur ligases. Kinase inhibitor, obtained by the virtual screening, represented the basis for the 
optimization of chemical compounds. With different coupling reactions we tried to enhance 
the interactions of compounds with the active site of an enzyme, increase their solubility and 
check the effect of different functional groups on the inhibitory action of the compound. The 
biochemical tests performed at the end of the research work indicate that the synthesized 
compounds provide a good basis for further development and optimization in the field of 
potential inhibitors of Mur ligases. 
 
Key words: bacterial resistance, antibacterial agents, peptidoglycan biosynthesis pathway, 
Mur ligases, inhibitors of Mur ligases, coupling reactions 
 
 
 
 
 
 
Lea Vidmar: Načrtovanje in sinteza 3-vinilpiridinskih zaviralcev ligaz Mur 
 
VIII 
 
SEZNAM OKRAJŠAV 
  
ADP  adenozin-5'-difosfat  
ATP adenozin-5'-trifosfat 
d dublet 
D-Ala D-alanin 
D-Ala-D-Ala D-alanin-D-alanin 
D-Glu D-glutamin 
DMF dimetilformamid 
DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
Et etil 
FAD flavinadenindinukleotid  
GlcNAc N-acetilglukozamin 
IC50 srednja inhibitorna koncentracija 
J sklopitvena konstanta 
L-Ala L-alanin 
L-Glu L-glutamin 
m multiplet 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MHz megahertz 
MRSA na meticilin odporen Staphylococcus aureus 
MurNAc N-acetilmuraminska kislina 
NMR jedrska magnetna resonanca 
Ph fenil 
Rf retencijski faktor 
RNK ribonukleinska kislina 
s singlet 
t triplet 
THF tetrahidrofuran 
Tt temperatura tališča 
UDP uridin difosfat 
δ kemijski premik 
Lea Vidmar: Načrtovanje in sinteza 3-vinilpiridinskih zaviralcev ligaz Mur 
 
1 
 
1. UVOD 
Infekcijske bolezni predstavljajo enega izmed vodilnih zdravstvenih problemov. Vzrok 
pripisujemo povečani rezistenci patogenih bakterijskih sevov. 
Doba protibakterijskih učinkovin se je začela z odkritjem Alexandra Fleminga, ki je leta 1928 
po naključju odkril penicilin. Sčasoma so prej občutljive bakterije postale za penicilin 
neobčutljive. Kljub številnim novim odkritjem ostaja odpornost bakterij na protibakterijske 
učinkovine nerazrešena uganka. Mnogi znanstveniki pripisujejo vzrok njihovi napačni in 
prekomerni uporabi, širokemu izkoriščanju v kmetijstvu, težavo lahko predstavljajo tudi 
regulatorne ovire (1).  
Potrebe po razvoju novih protibakterijskih učinkovin so sedaj večje kot kadarkoli. Eno izmed 
bolj raziskovanih področij je biosintezna pot peptidoglikana, s katero lahko dosežemo zelo 
želeno selektivno toksičnost. Sintaze Mur, ki sodelujejo pri biosintezi peptidoglikana, so 
zaradi znanega mehanizma delovanja in znane kristalne strukture na vrhu seznama novih 
razvojnih tarč protibakterijskih učinkovin. 
1.1. PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE 
Glede na način delovanja razvrščamo protibakterijske učinkovine v dve skupini, in sicer med 
bakteriostatike in baktericide. Bakteriostatiki zavirajo rast in razmnoževanje bakterijskih 
celic, medtem ko baktericidi ubijejo celice (2). 
Mehanizmi delovanja protibakterijskih učinkovin na bakterijske celice so različni. Glavne 
tarče predstavljajo sinteza celične stene, sinteza proteinov, sinteza nukleinskih kislin ter 
permeabilnost celične membrane (3).  
1.1.1. ZAVIRALCI SINTEZE NUKLEINSKIH KISLIN 
Sinteza nukleinskih kislin predstavlja eno izmed pomembnejših tarč zdravljenja infekcijskih 
bolezni. Zaradi razlike med encimi, ki sodelujejo pri sintezi DNK, evkariontskih oziroma 
prokariontskih celic, lahko dosežemo selektivno toksičnost. Sinteza DNK je kompleksen 
proces, pri katerem sodeluje vrsta encimov. DNK helikaza in topoizomeraza ločita ter 
razpreta dvojno vijačnico in tvorita tako imenovane podvojevalne vilice. DNK polimerazi s 
tem omogočita tvorjenje komplementarnega nukleotidnega zaporedja. Komplementarne 
nukleotide osnovne ter novonastale verige med seboj poveže encim DNK ligaza (slika 1) (4). 
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Slika 1: Prikaz encimov, vpletenih pri sintezi mukleinskih kislin (4). 
 
Primer zaviralcev sinteze nukleinskih kislin so kinoloni, ki specifično zavirajo bakterijski 
encim topoizomero II ter s tem onemogočijo podvajanje DNK (4).  
1.1.2.  ZAVIRALCI SINTEZE PROTEINOV 
Sinteza proteinov je večstopenjski proces, ki vključuje številne encime. Le-ti sodelujejo pri 
transkripciji – prenosu genske informacije z DNK na sporočilno RNK in translaciji – 
prevajanju zaporedja sporočilne RNK v aminokislinsko zaporedje polipeptida na ribosomu. 
Ostali encimi sodelujejo pri preoblikovanju aminokislinskih ostankov ter zvijanju encima v 
funkcionalno strukturo (4). 
Primer zaviralcev sinteze proteinov so aminoglikozidi. S svojo vezavo na 30S-podenoto 
ribosoma in posledičnega nepravilnega prevajanja sporočilne RNK povzročijo predčasno 
prekinitev translacije ali vgrajevanje napačnih aminokislin v aminokislinsko zaporedje 
nastajajočega peptida (4). 
1.1.3. ZAVIRALCI MEMBRANSKE FUNKCIJE 
Vloga membrane, ki obdaja citoplazmo bakterijske celice, je izbirno prepuščanje snovi ter 
vzdrževanje osmotskega tlaka. Predstavlja selektivno pregrado med notranjostjo in 
zunanjostjo celice. Porušeno notranje ravnovesje bakterijske celice, ki je odraz nepravilnega 
prehajanja makromolekul ter ionov, privede do celične smrti (3). 
Polimiksini so ciklični peptidi z dolgim hidrofobnim repom. Specifično delujejo na 
gramnegativne bakterije, katerih zunanjost membrane je hidrofobna. Njihova vezava z 
lipopolisaharidnimi substrati v zunanjosti gramnegativnih bakterij povzroči spremembo 
membranske strukture. Povečana prepustnost membrane vodi v porušenje osmotskega 
ravnovesja ter posledično v celično smrt. Zaradi debelejše celične stene grampozitivnih 
Lea Vidmar: Načrtovanje in sinteza 3-vinilpiridinskih zaviralcev ligaz Mur 
 
3 
 
bakterij ter s tem oteženega dostopa polimiksinov do membrane, le-ti delujejo zgolj na 
gramnegativne bakterije (3). 
1.1.4.  ZAVIRALCI SINTEZE CELIČNE STENE 
Bakterijska celična stena je trenutno eno izmed bolj raziskovanih področij v razvoju novih 
protibakterijskih učinkovin. Glavno tarčo predstavlja kompleksni heteropolimer 
peptidoglikan, ki sestavlja celično steno bakterijske celice. Zaviranje encimov, ki sodelujejo 
pri sintezi peptidoglikana, privede do celične smrti. Zaviralce sinteze celične stene bomo 
podrobneje obravnavali v naslednjih poglavjih. 
1.2. BAKTERIJSKA CELIČNA STENA 
Zaradi razlik v strukturi celične stene se v postopku barvanja po Gramu bakterije različno 
obarvajo. Ločimo grampozitivne ter gramnegativne bakterije. Pri obeh tipih celična stena 
obdaja membrano bakterijske celice ter ji s tem nudi obliko in trdnost. Glavni razliki med 
obema vrstama bakterij sta debelina celične stene ter dodatna zunanja membrana 
gramnegativnih bakterij (slika 2) (5). 
 
 
Slika 2: Celična ovojnica grampozitivnih ter gramnegativnih bakterij (5). 
 
Celična stena grampozitivnih bakterij je relativno debela. Njena največja komponenta, 
približno 50 odstotkov, je peptidoglikan. Nanj so lahko kovalentno vezani različni polimeri. 
Lipidi ter proteini v večini primerov niso prisotni. Za razliko od grampozitivnih bakterij je 
celična ovojnica gramnegativnih bakterij sestavljena iz zunanje ter notranje membrane, ki 
obdajata vmesno tanko plast peptidoglikana. Zunanjo membrano sestavljajo lipopolisaharidi, 
lipidi ter proteini (5). 
Skupna lastnost v zgradbi celične stene obeh vrst bakterij je torej peptidoglikan. 
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1.3. PEPTIDOGLIKAN 
Peptidoglikan je esencialna komponenta v celični steni bakterijske celice. Celici nudi čvrstost 
in obliko ter pomaga kljubovati višjemu notranjemu osmotskemu tlaku. Prisotnost 
peptidoglikana v celični steni je značilna zgolj za prokariontske celice. Biosintezna pot 
peptidoglikana predstavlja torej edinstveno in selektivno tarčo za učinkovine s 
protibakterijskim delovanjem (6).  
1.3.1. STRUKTURA PEPTIDOGLIKANA 
Peptidoglikan je kompleksen heteropolimer, sestavljen iz dolgih iztegnjenih glikanskih verig, 
ki jih med seboj prečno povezujejo krajši peptidi. Glikanske verige so grajene iz izmeničnega 
zaporedja dveh aminosladkorjev, in sicer iz N-acetilglukozamina ter N-acetilmuraminske 
kisline. Aminosladkorji so med seboj povezani z beta (1-4) glikozidnimi vezmi. D-laktilna 
skupina vsakega ostanka N-acetilmuraminske kisline je substituirana z L-alanil-γ-D-glutamil-
L-lizil (ali mezo-diaminopimelinska kislina)-D-alanil-D-alanin peptidno osnovo. Zadnji D-
alanin se pri končni makromolekuli odstrani. Prečne povezave glikanskih verig običajno 
potekajo preko karboksilne skupine D-alanina na mestu 4 prve verige ter amino skupino 
mezo-diaminopimelinske kisline na mestu 3 druge verige (slika 3). Pri gramnegativnih 
bakterijah so te povezave običajno direktne, medtem ko potekajo pri grampozitivnih 
bakterijah prečne povezave preko krajših peptidnih mostov (7). 
 
Slika 3: Kemijska struktura peptidoglikana pri bakteriji Escherichia coli (7). 
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1.3.2. BIOSINTEZNA POT PEPTIDOGLIKANA 
Biosinteza peptidoglikana je večstopenjski proces, ki vključuje približno 20 reakcij. Encimske 
reakcije potekajo v citoplazmi (sinteza nukleotidnih predhodnikov), na zunanji strani (sinteza 
predhodnikov, vezanih na lipide) in na notranji strani citoplazemske membrane 
(polimerizacijske reakcije) (8). 
Osredotočili se bomo na reakcije, ki potekajo v citoplazmi (slika 4). Razdelimo jih lahko v 
štiri sklope (8): 
1) sinteza UDP-GlcNAc iz fruktoze-6-fosfata, 
2) sinteza UDP-MurNAc iz UDP-GlcNAc, 
3) sinteza UDP-MurNAc peptidov, 
4) stranske poti sinteze D-glutaminske kisline ter dipeptida D-alanil-D-alanina. 
 
Slika 4: Reakcijska pot sinteze UDP-MurNAc pentapeptida iz fruktoze-6-fosfata (8). 
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Pri prvem sklopu reakcij sodelujejo štirje encimi, in sicer glukozamin-6-fosfat sintaza 
(GlmS), fosfoglukozamin mutaza (GlmM), glukozamin-1-fosfat acetiltransferaza ter N-
acetilglukozamin-1-fosfat uridiltransferaza (GlmU). Končni produkt prvega sklopa reakcij je 
UDP-GlcNAc. Le-ta je prisotna tudi pri evkariontih in je sestavni del velikih biomolekul, kot 
so hitin in glikoproteini. Zaradi razlike v biosintezni poti UDP-GlcNAc med evkarionti in 
prokarionti lahko kljub temu dosežemo selektivno toksičnost delovanja specifičnih 
protibakterijskih učinkovin (8). 
 
Pri drugem sklopu reakcij, nastanku UDP-MurNAc iz UDP-GlcNAc, sodelujeta dva 
pomembnejša encima, in sicer ligaza MurA ter ligaza MurB. Encim ligaza MurA katalizira 
prvi korak pretvorbe s prenosom enolpiruvatnega dela fosfoenolpiruvata (PEP) na 3-hidroksi 
skupino UDP-GlcNAc, medtem ko encim ligaza MurB katalizira nadaljnjo reakcijo redukcije 
nastanka laktilnega etra na UDP-MurNAc. Ligaza MurA predstavlja tarčo znane 
protibakterijske učinkovine, fosfomicina. Posledica te kovalentne vezave je inaktivacija 
encima, ki ostane v zaprti koformaciji, s čimer je preprečena pretvorba UDP-GlcNAc v UDP-
GlcNAc-enolpiruvat (8, 9).     
Encim ligaza MurB je sestavljen iz treh domen. Domeni 1 in 2 sta zadolženi za vezavo FAD 
kofaktorja, medtem ko ima domena 3 pomembno vlogo pri vezavi substratov, med njimi tudi 
UDP-GlcNAc-enolpiruvata. Redukcija FAD v FADH2 v nadaljevanju omogoči redukcijo 
vinil enol etra. Prvi zaviralci ligaze MurB so bili substituirani tiazolidinoni, in sicer so 
posnemali difosfatno skupino UDP-GlcNAc-enolpiruvata (8). 
 
Pri sintezi UDP-MurNAc peptidov sodelujejo štirje esencialni encimi. Uvrščamo jih med 
ligaze Mur. Zadolženi so za adicijo L-alanina (MurC), D-glutaminske kisline (MurD), mezo-
diaminopimelinske kisline oziroma L-lizina (MurE) ter dipeptida D-Ala-D-Ala (MurF) na D-
laktilno skupino UDP-MurNAc. Vse štiri ligaze Mur imajo enak mehanizem reakcije. V prvi 
vrsti pride do aktivacije karboksilne skupine UDP-MurNAc ob uporabi energije iz ATP, pri 
čemer pride do tvorbe acil fosfatnega predhodnika in ADP. Acil fosfat nato podleže 
nukleofilnemu napadu aminske skupine določene aminokisline oziroma dipeptida, kar privede 
do tvorbe visoko energijskega tetraedričnega predhodnika, ki se v nadaljevanju pretvori v 
amid ali peptid ter fosfat (slika 5) (8, 10). 
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Slika 5: Reakcijski mehanizem encimov ligaz Mur (11). 
 
Vsi štirje encimi imajo podobno tridimenzionalno strukturo, in sicer so sestavljeni iz treh 
domen. N-terminalna domena sodeluje pri vezavi UDP-predhodnika, osrednja pri vezavi 
ATP, C-terminalna domena pa pri vezavi aminokisline oziroma dipeptida (slika 6). Encimi so 
zmožni odprte in zaprte konformacije. Vezava substrata je tista, ki povzroči prehod encima iz 
odprte v zaprto stanje (8). 
 
 
Slika 6: Tridimenzionalna struktura ligaz Mur (8). 
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Centralna domena je obarvano modro, N-terminalna domena zeleno, C-terminalna domena 
rumeno. (a) Odprta oblika, brez liganda ligaze MurC, izolirane iz Haemophilus influenzae. (b) 
Zaprta oblika v kompleksu z UDP-MurNAc-L-Ala, ADP in Mg2+ ligaze MurD, izolirane iz 
Escherichia coli. (c) Zaprta oblika v kompleksu z UDP-MurNAc-L-Ala-γ-D-Glu-meso-A2pm 
ligaze MurE, izolirane iz Escherichia coli. (d) Zaprta oblika v kompleksu s sulfonamidnim 
zaviralcem ligaze MurF, izolirane iz Streptococcus pneumoniae (8). 
 
Omeniti je potrebno še dva encima, ki sodelujeta v zadnji stopnji citoplazemskih reakcij 
sinteze peptidoglikana, encim alanin racemazo ter glutamat racemazo. Encim alanin racemaza 
katalizira reakcijo pretvorbe L-Ala v D-Ala, medtem ko encim glutamat racemaza pretvarja 
L-Glu v D-Glu (12, 13). 
1.4. ZNANI ZAVIRALCI LIGAZ Mur   
Osredotočili se bomo na zaviralce ligaz MurC, MurD, MurE ter MurF. 
1.4.1. ZAVIRALCI LIGAZE MurC  
1.4.1.1. FOSFINATNI DERIVATI 
Med učinkovite zaviralce ligaze MurC spadajo fosfinatni derivati (slika 7). Ti posnemajo 
strukturo acil fosfatnega predhodnika, ki je sicer prisoten v reakcijskem mehanizmu vseh 
ligaz Mur. Z dodatkom UDP skupine so ti derivati tvorili močne interakcije z ligazo MurC 
(14). 
 
Slika 7: Primer fosfinatnega zaviralca (IC50 = 49 nM) (14). 
 
1.4.1.2. BENZILIDEN RODANINSKI DERIVATI 
Zaviralno aktivnost na encim ligaza MurC so pokazali tudi benziliden rodaninski derivati 
(slika 8). Za tvorbo vezi je pomembna NH skupina. Le-ta mora biti prosta, saj postane v 
nasprotnem primeru učinkovina neaktivna (14).     
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1.4.1.3. PIRAZOLOPIRIMIDINSKI DERIVATI 
Pirazolopirimidinski derivati (slika 9) so učinkoviti zaradi posnemanja adeninskega dela ATP 
molekule (14). 
 
Slika 9: Primer pirazolopirimidinskega derivata (IC50 = 0,101 µM) (14). 
 
1.4.2. ZAVIRALCI LIGAZE MurD 
1.4.2.1. DERIVATI N-SULFONAMID-D-GLUTAMINSKE KISLINE 
Med najpomembnejše zaviralce encima ligaze MurD zagotovo štejmo derivate N-sulfonamid-
D-glutaminske kisline (slika 11). Njihova struktura temelji na osnovi strukture tetraedričnega 
predhodnika, ki sodeluje v reakcijskem mehanizmu encima (slika 10) (15). 
                      
Slika 8: Primer benziliden rodaninskega zaviralca (14). 
Slika 10: Struktura tetraedričnega predhodnika, ki sodeluje v reakcijskem mehanizmu encima ligaze MurD ter 
splošna strukturna formula derivata N-sulfonamid-D-glutaminske kisline (15). 
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Slika 11: Primer zaviralca N-sulfonamid-D-glutaminske kisline (IC50 = 125 µM) (15). 
 
1.2.4.2. INDOLINILIDENSKI DERIVATI 
Za potencialno učinkovite zaviralce ligaze MurD so se izkazali tudi indolinilidenski zaviralci 
(slika 12). Vežejo se v vezavno mesto ATP molekule. Raziskave so pokazale, da dodatno 
vezani piridin poveča jakost delovanja zaviralca. Piridin posnema adeninski del ATP 
molekule, kar povzroči močnejšo vezavo zaviralca v vezavno mesto (14). 
 
Slika 12: Primer indolinilidenskega zaviralca (14). 
 
1.4.3. ZAVIRALCI LIGAZE MurE 
1.4.3.1. IZOKSAZOLNI DERIVATI 
Izoksazolne derivate (slika 13) uvrščamo med zaviralce encima ligaze MurE. Njihov 
mehanizem delovanja ni natančno raziskan. Za učinkovito delovanje je pomembna vezava 
broma na C3 mestu izoksazolnega obroča. Vsaka sprememba na obroču zmanjša učinkovitost 
zaviralca (14). 
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Slika 13: Primer izoksazolnega zaviralca (14). 
 
1.4.3.2. KINOLONSKI DERIVATI 
Kinolonski derivati (slika 14) so učinkoviti proti MRSA ter Mycobacterium tuberculosis. 
Pomembno vlogo pri zaviralnem delovanju ima alkilna veriga derivatov (14). 
 
Slika 14: Primer kinolonskega zaviralca (14). 
 
1.4.3.3. APORFIN ALKALOIDNI DERIVATI 
Zaviralno delovanje na encim ligaza MurE imajo tudi aporfin alkaloidni derivati (slika 15) 
(14). 
 
Slika 15: Primer aporfin alkaloidnega zaviralca (IC50 < 100 mM) (14). 
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1.4.4. ZAVIRALCI LIGAZE MurF 
1.4.4.1. TIAZOLOPIRIMIDINSKI DERIVATI 
Med zaviralce encima ligaze MurF štejemo tiazolopirimidinske derivate (slika 16) (14). 
 
Slika 16: Primer tiazolilpirimidinskega zaviralca (IC50 = 7,5 µM) (14). 
 
1.4.4.2. 4-FENILPIPERIDINSKI DERIVATI 
Mehanizem delovanja 4-fenilpiperidinskih derivatov (slika 17) ni natančno raziskan. 
Dokazano je, da se učinkovitost teh derivatov poveča v prisotnosti polimiksin B nonapeptida, 
saj le-ta poveča permeabilnost celične membrane bakterije (15). 
 
Slika 17: Primer 4-fenilpiperidinskega derivata (14). 
 
1.4.4.3. DIARILKINONSKI DERIVATI 
Za učinkovite zaviralce encima ligaze MurF so se izkazali tudi diarilkinonski derivati (slika 
18). Prav tako kot pri 4-fenilpiperidinskih derivatih se tudi tu učinkovitost zaviralcev poveča 
ob prisotnosti polimiksin B nonapeptida (14). 
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Slika 18: Primer diarilkinonskega zaviralca (14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lea Vidmar: Načrtovanje in sinteza 3-vinilpiridinskih zaviralcev ligaz Mur 
 
14 
 
2. NAČRT DELA 
Namen magistrske naloge je sintetizirati derivate 3-vinilpiridina, ki bodo zavirali delovanje 
encimov ligaz Mur. Izhajali smo iz zadetka, ki smo ga dobili z rešetanjem GSK knjižnice 
kinaznih zaviralcev. Ti zaviralci so se vezali v ATP vezavno mesto kinaz, zato smo 
predpostavljali, da se bodo naši derivati prav tako vezali v vezavno mesto ATP molekule. 
Načrt temelji na zamenjavi furanskega dela prvega zadetka s fragmenti, ki tvorijo več 
interakcij z aktivnim mestom encima (slika 19). Poleg tega je cilj tudi povečanje topnosti 
sintetiziranih spojin. Zanima nas vpliv hidrofobnega dela heterocikla, predvsem velikost in 
nasičenost, na vezavo v aktivno mesto encima. Z zamenjavo furanskega dela zadetka z 
različnimi heterocikili bomo preverili pomembnost položaja kisika v obroču (slika 20).  
 
 
Slika 19: Načrt optimizacije kinaznega zaviralca. 
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Slika 20: Fragmenti za zamenjavo furanskega dela kinaznega zaviralca. 
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3. MATERIALI IN METODE  
3.1. MATERIALI 
Reagenti in topila 
V okviru sinteznega dela v laboratoriju sem uporabila reagente in topila proizvajalcev Sigma-
Aldrich, Fluka, Merck ter Acros Organics. 
Aparature 
Standardna laboratorijska oprema: analitska tehtnica, rotavapor, hladilnik, pipete, sušilnik za 
lase, UV lučka, ultrazvočna kadička, grelna pištola. 
3.2. METODE 
Kromatografske metode 
 Tankoplastna kromatografija (TLC): S to metodo smo nadzorovali potek reakcije ter 
preverjali čistost posameznih produktov. Za stacionarno fazo smo uporabili TLC 
Silica gel 60 F254 aluminijaste plošče proizvajalca Merck, mobilno fazo pa so 
predstavljala topila v določenih razmerjih, navedena v eksperimentalnem delu 
magistrske naloge. Spojine smo detektirali z UV lučko valovnih dolžin λ = 254 in λ = 
366 nm ter orositvenimi reagenti (bromkrezolno zeleno, ninhidrin). 
 Kolonska kromatografija: S to metodo smo ločili naš produkt od nečistot oziroma 
stranskih produktov. Za stacionarno fazo smo uporabili silikagel Silica Gel 60 
proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm. 
 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): Za določitev čistosti produktov 
smo izvedli HPLC analize na sistemu Agilent Technologies 1100. Kolona: Agilent 
EclipsePlus C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 µm), pretok: 1 mL/min, detekcija: λ = 254 nm, 
T(temperatura kolone) = 25 °C, V(volumen injiciranja) = 10 µL. 
Spektroskopske metode 
 Jedrska magnetna resonanca (NMR): 1H in 13C spektri so bili posneti na spektrometru 
Buker Advance III 400 MHz na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce 
smo raztopili v devtiranih topilih CDCl3 in DMSO-d6. Spektre smo analizirali s 
programom NMRNotebook 2.70 proizvajalca NMRtec S.A.S. 
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 Infrardeča spektroskopija (IR): Za snemanje IR spektrov spojin smo uporabili 
spekrometer Perkin Elmer 1600 FTIR na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
 Masna spektrometrija (MS): Masni spektri so bili posneti na spektrometru Thermo 
Scientific Q EXACTIVE PLUS na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
Določanje temperature tališča  
Temperaturo tališč spojin smo določili s Koflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico Leica. 
Nomenklatura in risanje spojin 
Za risanje strukturnih formul spojin in reakcij ter za poimenovanje po IUPAC nomenklaturi 
smo uporabili računalniški program ChemDraw Professional 17.0 proizvajalca 
CambridgeSoft. 
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4. EKSPERIMENTALNO DELO  
Splošna reakcijska shema: 
 
 
4.1. Sinteza 5-vinil-3-cianopiridina (9)  
Reakcija 
 
                                 8                                                                                  9     
Postopek  
V 100-mililitrsko bučko smo odpipetirali 61 mL DMF. Topilo smo prepihovali z argonom 
približno 10 minut ter nato dodali Pd(PPh3)4 (315,7 mg, 0,273 mmol) in LiCl (1,4 g, 32,790 
mmol). Reakcijsko zmes smo zopet prepihovali z argonom. Po približno 5 minutah smo v 
bučko zatehtali še 3-bromo-5-izocianopiridin (8, 5,0 g, 27,320 mmol) ter 3-butil vinil stanan 
(10,4 g, 32,790 mmol). Vse skupaj smo zaščiteno pred zrakom segrevali 18 ur pri 80 °C. Po 
končani reakciji smo k zmesi dodali 20 mL nasičene raztopine KF in nastalo oborino filtrirali 
čez celit. Sledila je ekstrakcija vodne faze z dietil etrom (2 x 40 mL), prav tako smo tudi 
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oborino spirali z dietil etrom (30 mL). Združene organske faze smo sušili z Na2SO4, 
odfiltrirali sušilno sredstvo ter preostalo raztopino z rotavaporjem odparili do suhega. S 
tankoplastno kromatografijo smo zaznali prisotnost nečistot, zato smo produkt (9) očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF: etil acetat : heksan = 1 : 3).  
4.2. Sinteza 5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-3-cianopiridina (10) 
Reakcija  
 
              9                                                                                                           10      
Postopek  
V 10-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 9 (50,0 mg, 0,384 mmol), Pd2dba3 (35,2 mg, 
0,038 mmol), PoTol3 (11,7 mg, 0,038 mmol) in 5-bromo-2-jodo-1,3-dimetilbenzen (143,4 
mg, 0,461 mmol). Nato smo k trdnim komponentam odpipetirali 1 mL DMF. Reakcijsko 
zmes smo prepihovali z argonom približno 10 minut, med prepihovanjem pa k zmesi dodali 
še Et3N (77,8 mg, 0,768 mmol). Vse skupaj smo zaščiteno pred vplivom zraka segrevali 18 ur 
pri 95 °C. Po končani reakciji smo raztopino prenesli v lij ločnik, dodali 50 mL diklorometana 
ter ekstrahirali sprva z vodo (2 x 10 mL) in nato z enomolarno klorovodikovo kislino (1 x 10 
mL). Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaCl in jo osušili z brezvodnim 
Na2SO4. Sušilno sredstvo smo zatem odfiltrirali ter preostalo raztopino z rotavaporjem 
odparili do suhega. Za voljo čistosti produkta smo v nadaljevanju izvedli prekristalizacijo, in 
sicer smo suh preostanek raztopili v metanolu ter bučko za 15 ur postavili v zamrzovalnik. 
Nastalo oborino smo odnučali in spirali z metanolom. S tankoplastno kromatografijo smo 
ugotovili, da smo produkt 10 uspešno očistili. 
V nadaljevanju eksperimentalnega dela smo reakcijo ponovili s sorazmerno večjimi 
količinami reaktantov, da smo pridobili zadostno količino izhodne spojine 10.  
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4.3. Sinteza 1-[4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenil] 
piperidin-2-ona (12) 
4.3.1. Sinteza 5-[2,6-dimetil-4-(2-oksopiperidin-1-il)stiril] 3-cianopiridina (11) 
 
Reakcija 
 
                 10                                                                                                     11 
 
Postopek  
V 25-mililitrsko bučko smo zatehtali 5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-3-cianopiridin (10, 50,0 
mg, 0,160 mmol), Pd(OAc)2 (1,4 mg, 0,006 mmol), Cs2CO3 (72,8 mg, 0,224 mmol) in 
C39H32OP2 (5,5 mg, 0,010 mmol). Nato smo v bučko odpipetirali 6 mL dioksana. Reakcijsko 
zmes smo prepihovali z argonom približno 10 min, med prepihovanjem pa smo k zmesi 
dodali še piperidin-2-on (1, 19,0 mg, 0,192 mmol). Vse skupaj smo zaščiteno pred vplivom 
zraka segrevali 18 ur pri 100 ° C. Po končani reakciji smo raztopino prenesli v lij ločnik, 
dodali 50 mL etil acetata ter ekstrahirali z vodo (2 x 10 mL). Organsko fazo smo spirali z 
nasičeno raztopino NaCl in združene organske faze sušili z brezvodnim Na2SO4. Zatem smo 
odfiltrirali sušilno sredstvo ter preostalo raztopino z rotavaporjem odparili do suhega. S 
pomočjo tankoplastne kromatografije smo v suhem preostanku zaznali prisotnost še nekaterih 
drugih nečistot, zato smo se odločili za ločevanje s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : 
MeOH = 20 : 1). Združili smo frakcije s produktom 11 ter odparili topilo pod znižanim 
tlakom. 
 
Rezultati 
 
Mr 331,17 
H 86 % 
Rf 0,27 (MF: CH2Cl2 : MeOH = 20 : 1) 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 1.19-1.23 (m, 2H, piperidin-2-on), 1.24-1.28 (m, 2H, 
piperidin-2-on), 1.95 (t, J = 3.2 Hz, 2H, piperidin-2-on), 2.35 (s, 
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6H, 2×CH3), 3.63 (t, J = 4.8 Hz, 2H, piperidin-2-on), 6.60 (d, J = 
16.8 Hz, -CH=CH-), 7.00 (s, 2H, 2×Ar-H), 7.24 (d, J = 16.8 Hz, -
CH=CH-), 8.07-8.09 (m, 1H, piridin), 8.76 (d, J = 1.8 Hz, 1H, 
piridin), 8.88 (d, J = 1.8 Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
/ 
IR (KBr) ῡ = 2948, 2233, 1649, 1598, 1482, 1461, 1438, 1413, 1348, 1328, 
1177, 978, 902, 867, 755, 700 cm-1 
MS ESI m/z = 332.2 [M+H]+ 
 
 
4.3.2. Sinteza 1-[4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenil] 
piperidin-2-ona (12) 
 
Reakcija 
 
  
               11                                                                                                   12 
 
 
Postopek  
V 10-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 11 (40,0 mg, 0,121 mmol) in jo raztopili v 1 mL 
DMF. Nato smo k reakcijski zmesi dodaia NaN3 (8,6 mg, 0,133 mmol) ter NH4Cl (7,1 mg, 
0,133 mmol). Zmes smo segrevali 18 ur pri 100 °C. Uspešnost poteka reakcije smo preverili s 
tankoplastno kromatografijo ter ugotovili, da sta v zmesi poleg želenega produkta 12 prisotni 
še dve nečistoti. Zaradi majhne količine zmesi ekstrakcije nisemo izvedli, temveč preostanek 
le uparili z rotavaporjem. S kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1) smo v 
nadaljevanju produkt 12 še očistili.  
 
Rezultati 
Mr 374,19 
H 42 % 
Rf 0,16 (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1)  
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Tt 227,1-229,3 °C 
1H NMR 
(400 MHz, MeOH) 
δ = 1.83-1.85 (m, 2H, piperidin-2-on), 1.86-1.87 (m, 2H, 
piperidin-2-on), 2.37 (t, J = 3.6 Hz, 2H, piperidin-2-on), 2.51 (s, 
6H, 2×CH3), 3.59 (t, J = 5.2 Hz, 2H, piperidin-2-on), 6.89 (d, J = 
16.8 Hz, -CH=CH-), 7.02 (s, 2H, 2×Ar-H), 7.26 (s, 1H, tetrazol), 
7.62 (d, J = 16.8 Hz, -CH=CH-), 8.99-9.01 (m, 1H, piridin), 9.02 
(d, J = 2.4 Hz, 1H, piridin), 9.21 (d, J = 2.4 Hz, 1H, piridin) 
ppm 
13C NMR 
(400 MHz, DMSO) 
/ (zelo slaba topnost spojine) 
IR (KBr) ῡ = 3367, 2951, 2720, 2360, 2214, 2162, 2083, 2005, 1985, 1920, 
1609, 1577, 143, 1465, 1443, 1412, 1354, 1331, 1230, 1184, 1141, 
1077, 1033, 980, 936, 871, 825 cm-1 
MS ESI m/z = 375.5 [M+H]+ 
HRMS izmerjena vrednost: 375.1928 (izračunana vrednost za 
C21H23N6O: 375.1925) 
 
 
4.4. Sinteza 4'-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-bifenil]-
3-il)metanola (14) 
4.4.1. Sinteza 5-(2-(3'-(hidroksimetil)-3,5-dimetil-[1,1'-bifenil]-4-il)vinil)-3-
cianopiridina (13)  
 
Reakcija 
             
Postopek 
V 25-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 10 (300,0 mg, 0,958 mmol), K2CO3 (661,9 mg, 
4,790 mmol), Pd[(C6H5)P]4 (110,7 mg, 0,096 mmol) ter spojino 2 (174,7 mg, 1,150 mmol). 
Zmes v bučki smo prepihovali z argonom približno 10 minut ter nato k njej dodali 3 mL vode 
ter 7 mL THF. Vse skupaj smo zaščiteno pred vplivom zraka segrevali 18 ur pri 85 °C. Po 
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končani reakciji smo reakcijsko zmes prenesli v lij ločnik, dodali 50 mL etil acetata in 
ekstrahirali z vodo (2 x 10 mL). Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaCl in 
združene organske faze sušili z brezvodnim Na2SO4. Zatem smo odfiltrirali sušilno sredstvo 
ter preostalo raztopino z rotavaporjem odparili do suhega. S pomočjo tankoplastne 
kromatografije smo v suhem preostanku zaznali prisotnost še nekaterih drugih nečistot, zato 
smo se odločili za ločevanje s kolonsko kromatografijo (MF: petroleter : EtOH = 1 : 1). 
Združili smo frakcije s produktom 13 ter odparili topilo pod znižanim tlakom. 
Rezultati 
Mr 340,16 
H 43 % 
Rf 0,09 (MF: petroleter : EtOH = 1 : 1) 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 1.56 (s, 6H, 2×CH3), 2.20 (s, 2H, -CH2-OH), 2.49 (s, 1H, -
CH2-OH), 6.66 (d, J = 17.2 Hz, -CH=CH-), 6.89 (d, J = 17.2 Hz, 
-CH=CH-), 7.32 (d, J = 7.2 Hz, 2H, fenil-OH), 7.35 (s, 2H, 
2×Ar-H), 7.42-7.47 (m, 1H, fenil-OH), 7.62 (s, fenil-OH), 8.09 
(s, 1H, piridin), 8.77 (d, J = 2.0 Hz, 1H, piridin), 8.90 (d, J = 2.0 
Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 21.35, 65.31, 110.22, 113.92, 125.64, 126.12, 126.30, 127.00, 
128.07, 129.07, 131.98, 135.71, 136.84, 140.18, 140.87, 141.50, 
150.40, 150.99, 156.53 ppm 
IR (KBr) ῡ = 3265, 2921, 2862, 2234, 1589, 1444, 1377, 1278, 1226, 1147, 
1026, 968, 921, 898, 882, 797, 782, 749 cm-1 
MS ESI m/z = 341.1 [M+H]+ 
 
 
4.4.2. Sinteza 4'-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-bifenil]-
3-il)metanola (14) 
 
Reakcija 
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                13                                                                                                14  
Postopek 
V 20-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 13 (100,0 mg, 0,294 mmol) in jo raztopili v 5 
mL DMF. Nato smo k reakcijski zmesi dodali NaN3 (8,6 mg, 0,133 mmol) ter NH4Cl (21,0 
mg, 0,323 mmol). Zmes smo segrevala 18 ur pri 100 °C. Uspešnost poteka reakcije smo 
preverili s tankoplastno kromatografijo ter ugotovili, da končna spojina 14 vsebuje neznane 
nečistote. Zaradi majhne količine zmesi ekstarkcije nismo izvedli, temveč preostanek le 
uparili z rotavaporjem. S kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1) smo v 
nadaljevanju očistili produkt 14.  
Rezultati  
Mr 383,17 
H 63 % 
Rf 0,16 (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1)   
1H NMR 
(400 MHz, DMSO) 
δ = 2.52 (s, 6H, 2×CH3), 4.58 (s, 2H, -CH2-OH), 5.53 (s, 1H, -
CH2-OH), 6.95 (d, J = 17.6 Hz, -CH=CH-), 7.65 (s, 1H, 
tetrazol), 7.73 (d, J = 17.6 Hz, -CH=CH-), 7.38-7.40 (m, 1H, 
fenil-OH), 7.41 (d, J = 3.6 Hz, 2H, fenil-OH), 7.43 (s, 1H, fenil-
OH), 8.30 (s, 2H, 2×Ar-H), 9.05 (s, 1H, piridin), 9.19 (d, J = 1.9 
Hz, 1H, piridin), 9.27 (d, J = 1.9 Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, DMSO) 
/ (zelo slaba topnost spojine) 
IR (KBr) ῡ = 3401, 3083, 2584, 2060, 1642, 1603, 1578, 1516, 1477, 1434, 
1380, 1264, 1210, 1168, 1118, 1036, 1018, 976, 871, 798, 759 cm-
1 
MS ESI m/z = 384.1 [M+H]+ 
HRMS izmerjena vrednost: 384.1818 (izračunana vrednost za 
C23H22N5O: 384.1819) 
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4.5. Sinteza 1-[4-(2-(5-1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenil]        
pirolidin-2-ona (16) 
4.5.1. Sinteza 5-[2,6-dimetil-4-(2-oksopirolidin-1-il)stiril]-3-cianopiridina (15) 
 
Reakcija
Postopek 
V 25-mililitrsko bučko smo zatehtali 5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-3-cianopiridina (10, 200,0 
mg, 0,639 mmol), C39H32OP2 (22,2 mg, 0,038 mmol), Pd(OAc)2 (5,7 mg, 0,025 mmol) in 
Cs2CO3 (291,3 mg, 0,894 mmol). Nato smo v bučko odpipetirali 6 mL dioksana. Reakcijsko 
zmes smo prepihovali z argonom približno 10 min, med prepihovanjem pa smo k zmesi 
dodali še pirolidin-2-on (3, 108,7 mg, 1,280 mmol). Vse skupaj smo zaščiteno pred vplivom 
zraka segrevali 18 ur pri 100 ° C. Po končani reakciji smo raztopino prenesli v lij ločnik, 
dodali 50 mL etil acetata ter ekstrahirali z vodo (2 x 10 mL). Organsko fazo smo spirali z 
nasičeno raztopino NaCl in združene organske faze sušili z brezvodnim Na2SO4. Zatem smo 
odfiltrirali sušilno sredstvo ter preostalo raztopino z rotavaporjem odparili do suhega. S 
tankoplastno kromatografijo smo preverili potek reakcije ter čistost spojine 15. Odločili smo 
se za ločevanje s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : MeOH = 30 : 1). Združili smo 
frakcije s produktom 15 ter odparili topilo pod znižanim tlakom. 
 
Rezultati 
 
Mr 317,15 
H 29 % 
Rf 0,24 (MF: CH2Cl2 : MeOH = 30 : 1)   
Tt 58,7-62,9 °C 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 2.14-2.21 (m, 2H, pirolidin-2-on), 2.39 (s, 6H, 2×CH3), 2.62 
(t, J = 8.0 Hz, 2H, pirolidin-2-on), 3.87 (t, J = 6.8 Hz, 2H, 
pirolidin-2-on), 6.59 (d, J = 16.8 Hz, 1H, -CH=CH-), 7.26 (d, J 
= 16.8 Hz, 1H, -CH=CH-), 7.37 (s, 2H, 2×Ar-H), 8.08 (t, J = 2.0 
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Hz, 1H, piridin), 8.75 (d, J = 2.0 Hz, 1H, piridin), 8.86 (d, J = 
2.0 Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 18.06, 21.49, 32.82, 48.84, 110.10, 116.63, 119.65, 127.87, 
131.68, 133.60, 135.48, 137.05, 138.61, 150.46, 151.11, 174.36 
ppm 
IR (KBr) ῡ = 2962, 2233, 1686, 1601, 1563, 1483, 1459, 1426, 1388, 1325, 
1236, 1176, 1109, 1024, 980, 900, 855, 757, 696 cm-1 
MS ESI m/z = 318.2 [M+H]+ 
 
 
4.5.2. Sinteza 1-[4-(2-(5-1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenil]        
pirolidin-2-ona (16) 
 
Reakcija 
 
Postopek 
V 20-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 15 (60,0 mg, 0,189 mmol) in jo raztopili v 5 mL 
DMF. Nato smo k reakcijski zmesi dodali NaN3 (13,5 mg, 0,208 mmol) ter NH4Cl (11,1 mg, 
0,208 mmol). Zmes smo segrevali 18 ur pri 100 °C. Po končani reakciji smo s tankoplastno 
kromatografijo preverili uspešnost reakcije ter ugotovili, da končna spojina 16 ni čista. Zaradi 
majhne količine zmesi ekstrakcije nismo izvedli, temveč preostanek le uparili z rotavaporjem. 
S kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1 + 1% CH3COOH) smo v 
nadaljevanju očistili produkt 16.  
 
Rezultati 
Mr 360,17 
H 70 % 
Rf 0,55 (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1 + 1% CH3COOH)   
Tt > 340 °C 
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1H NMR 
(400 MHz, DMSO) 
/ (zelo slaba topnost spojine) 
13C NMR 
(400 MHz, DMSO) 
/ (zelo slaba topnost spojine) 
IR (KBr) ῡ = 3373, 1983, 1623, 1462, 1410, 1326, 1019, 807 cm-1 
MS ESI m/z = 361.2 [M+H]+ 
HRMS izmerjena vrednost: 361.1770 (izračunana vrednost za 
C20H21N6O: 361.1771) 
 
4.6. Sinteza terc-butil 2-(4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-
dimetilfenil)-1H-pirol-1-karboksilata (18) 
4.6.1. Sinteza terc-butil 2-(4-(2-(5-(-cianopiridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenil)-1H-1-
karboksilata (17) 
 
Reakcija 
 
Postopek 
V 25-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 10 (200,0 mg, 0,639 mmol), K2CO3 (441,3 mg, 
3,190 mmol), Pd[(C6H5)P]4 (73,8 mg, 0,094 mmol) ter spojino 4 (161,7 mg, 0,766 mmol). 
Zmes v bučki smo prepihovali z argonom približno 10 minut ter nato k njej dodali 3 mL vode 
ter 7 mL THF. Vse skupaj smo zaščiteno pred vplivom zraka segrevali 18 ur pri 85 °C. Po 
končani reakciji smo reakcijsko zmes prenesli v lij ločnik, dodali 50 mL etil acetata in 
ekstrahirali z vodo (2 x 10 mL). Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaCl in 
združene organske faze sušili z brezvodnim Na2SO4. Zatem smo odfiltrirali sušilno sredstvo 
ter preostalo raztopino z rotavaporjem odparili do suhega. S pomočjo tankoplastne 
kromatografije smo v suhem preostanku zaznali prisotnost še nekaterih drugih nečistot, zato 
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smo se odločila za ločevanje s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : aceton = 100 : 1). 
Združili smo frakcije s produktom 17 ter odparili topilo pod znižanim tlakom. 
Rezultati 
Mr 399,20 
H 27 % 
Rf 0,33 (MF: CH2Cl2 : aceton = 100 : 1)    
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 1.35 (s, 9H, 3×CH3 (-Boc)), 2.32 (s, 6H, 2×CH3), 6.13 (d, J = 
1.6 Hz, 1H, pirol), 6.15 (t, J = 3.2 Hz, 1H, pirol), 6.55 (d, J = 
16.4 Hz, 1H, -CH=CH-), 7.02 (s, 2H, 2×Ar-H), 7.19 (d, J = 16.4 
Hz, 1H, -CH=CH-), 7.25 (d, J = 1.6 Hz, 1H, pirol), 8.01 (t, J = 
2.0 Hz, 1H, piridin), 8.69 (d, J = 2.0 Hz, 1H, piridin), 8.82 (d, J 
= 2.0 Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 20.23, 27.72, 83.60, 110.16, 110.70, 114.53, 114.80, 116.63, 
127.99, 128.92, 132.10, 133.57, 134.09, 134.70, 135.47, 135.52, 
149.33, 150.53, 151.17 ppm 
IR (KBr) ῡ = 2978, 2235, 1737, 1588, 1420, 1390, 1314, 1255, 1140, 1087, 
1061, 1024, 973, 906, 879, 848, 771, 727, 697 cm-1 
MS ESI m/z = 344.2 [M-tBu+H]+ 
 
4.6.2. Sinteza terc-butil 2-(4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-
dimetilfenil)-1H-pirol-1-karboksilata (18) 
 
Reakcija 
 
Postopek 
V 20-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 17 (120,0 mg, 0,300 mmol) in jo raztopili v 5 
mL DMF. Nato smo k reakcijski zmesi dodali NaN3 (21,5 mg, 0,330 mmol) ter NH4Cl (17,7 
mg, 0,330 mmol). Zmes smo segrevali 18 ur pri 100 °C. Uspešnost poteka reakcije smo 
preverili s tankoplastno kromatografijo ter ugotovili, da končna spojina 18 vsebuje neznane 
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nečistote. Zaradi majhne količine zmesi ekstrakcije nismo izvedli, temveč preostanek le 
uparili z rotavaporjem. S kolonsko kromatografijo smo v nadaljevanju očistili produkt 18. 
Zaradi želje po pridobitvi kristalinične spojine, smo k zmesi dodali HCl, ki je povzročila 
razpad nastalega produkta 18. 
 
4.7. Sinteza 4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenola (20) 
4.7.1. Sinteza 5-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril) 3-cianopiridina (19) 
 
Reakcija 
 
Postopek 
V 25-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 9 (400,0 mg, 3,070 mmol), spojino 5 (679,7 mg, 
3,380 mmol), Pd(OAc)2 (69,0 mg, 0,307 mmol), K2CO3 (849,5 mg, 6,150 mmol) in C7H8N2O 
(83,7 mg, 0,615 mmol). K reakcijski zmesi smo odpipetirali 3 mL DMF ter takoj začeli 
prepihovati z argonom. Vse skupaj smo zaščiteno pred vplivom zraka segrevali 18 ur pri 130 
°C. S tankoplastno kromatografijo smo preverili uspešnost poteka reakcije. Ugotovili smo, da 
je v zmesi še ogromno izhodne spojine 9 ter posledično zelo malo ciljanega produkta 19. 
Odločili smo se se, da v bučko dodamo še nekaj katalizatorja Pd(OAc)2 (34,5 mg, 0,154 
mmol), liganda 5 (309,0 mg, 1,540 mmol) in baze K2CO3 (424,8 mg, 3,070 mmol). Zaščiteno 
pred vplivom zraka smo s segrevanjem pri 130 °C nadaljevali še dodatnih 18 ur. Reakcija je 
tokrat potekla veliko bolje, a je bilo v reakcijski zmesi poleg produkta zaznati veliko neznanih 
nečistot. Reakcijsko zmes smo prenesli v lij ločnik, dodali 50 mL etil acetata in ekstrahirali z 
vodo (2 x 10 mL). Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaCl in združene organske 
faze sušili z brezvodnim Na2SO4. Zatem smo odfiltrirali sušilno sredstvo ter preostalo 
raztopino z rotavaporjem odparili do suhega. V nadaljevanju smo želeno spojino 19 očistili s 
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kolonsko kromatografijo (MF: heksan : etil acetat = 3 : 1). Združili smo frakcije s produktom 
ter odparili topilo pod znižanim tlakom. 
Rezultati 
Mr 250,11 
H 12 % 
Rf 0,36 (MF: heksan : etil acetat = 3 : 1)    
Tf 169,5-172,1 °C 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 2.36 (s, 6H, 2×CH3), 5.57 (d, J = 16.8 Hz, 1H, -CH=CH-), 
5.68 (s, 2H, 2×Ar-H), 5.93 (d, J = 16.8 Hz, 1H, -CH=CH-), 7.97 
(t, J = 2.4 Hz, 1H, piridin), 8.47 (s, 1H, Ar-OH), 8.76 (d, J = 2.4 
Hz, 1H, piridin), 8.81 (d, J = 2.4 Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, DMSO) 
δ = 21.13, 109.18, 115.04, 115.20, 126.33, 131.33, 133.69, 135.61, 
137.65, 138.09, 150.07, 151.23, 156.32 ppm 
IR (KBr) ῡ = 2919, 2236, 1730, 1601, 1577, 1472, 1377, 1303, 1257, 1196, 
1137, 1027, 968, 898, 855, 759, 692 cm-1 
MS ESI m/z = 251.1 [M+H]+ 
 
4.7.2. Sinteza 4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenola (20) 
 
Reakcija 
 
Postopek 
V 20-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 19 (63,0 mg, 0,252 mmol) in jo raztopili v 5 mL 
DMF. Nato smo k reakcijski zmesi dodali NaN3 (18,0 mg, 0,277 mmol) ter NH4Cl (14,8 mg, 
0,277 mmol). Zmes smo segrevali 18 ur pri 100 °C. S tankoplastno kromatografijo smo 
ugotovili, da izhodne spojine 19 v reakcijski zmesi praktično ni več, posledično je bilo opaziti 
intenzivno liso želenega produkta 20. Zaradi majhne količine zmesi ekstrakcije nismo izvedli, 
temveč preostanek le uparili z rotavaporjem. S kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : 
MeOH = 2 : 1 + 1% CH3COOH) smo v nadaljevanju očistili produkt.  
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Rezultati 
 
Mr 293,13 
H 11 % 
Rf 0,81 (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1 + 1% CH3COOH) 
Tt > 340 °C 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO) 
/ (premajhen izkoristek reakcije) 
13C NMR 
(400 MHz, DMSO) 
/ (premajhen izkoristek reakcije) 
IR (KBr) ῡ = 3366, 2119, 2018, 1991, 1976, 1905, 1637, 1466, 1327, 1021 
cm-1 
MS ESI m/z = 294.1 [M+H]+ 
 
4.8. Sinteza 3-(2,6-dimetil-4-(pirolidin-1-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina (23) 
4.8.1. Sinteza 5-(2,6-dimetil-4-(pirolidin-1-il)stiril)-3-cianopiridina (21) 
 
Reakcija  
 
 
Postopek 
V 25-mililitrsko bučko smo zatehtali 5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-3-cianopiridin (10, 110,0 
mg, 0,351 mmol), C39H32OP2 (12,2 mg, 0,021 mmol), Pd(OAc)2 (3,2 mg, 0,014 mmol) in 
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Cs2CO3 (160,2 mg, 0,492 mmol). Nato smo v bučko odpipetirali 14 mL dioksana. Reakcijsko 
zmes smo prepihovali z argonom približno 10 min, med prepihovanjem pa smo k zmesi 
dodali še pirolidin (6, 37,5 mg, 527 mmol). Vse skupaj smo zaščiteno pred vplivom zraka 
segrevali 18 ur pri 100 ° C. Uspešnost poteka reakcije smo preverili s tankolastno 
kromatografijo. TLC ploščo smo orosili z orositvenim reagentom bromkrezolno zelenim, ki 
obarva baze (spojina 21) modro. Na plošči je bilo opaziti dve lisi. Raztopino smo prenesli v lij 
ločnik, dodali 50 mL etil acetata ter ekstrahirali z vodo (2 x 10 mL). Organsko fazo smo 
spirali z nasičeno raztopino NaCl in združene organske faze sušili z brezvodnim Na2SO4. 
Zatem smo odfiltrirali sušilno sredstvo ter preostalo raztopino z rotavaporjem odparili do 
suhega. S kolonsko kromatografijo (MF: heksan : etil acetat = 3 : 1) smo ločili prej omenjeni 
lisi. Združili smo frakcije s posamezno spojino ter odparili topilo pod znižanim tlakom. Z 
masno spektroskopijo smo ugotovili, da pri reakciji poleg želenega produkta 21 nastane še 
stranski produkt, spojina 22.  
 
Rezultati (spojina 21) 
Mr 303,31 
H 37 % 
Rf 0,22 (MF: heksan : etil acetat = 3 : 1) 
Tt 112,2-114,7 °C 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 1.90-1.93 (m, 4H, pirolidin), 2.25 (s, 6H, 2×CH3), 3.17-3.23 
(m, 4H, pirolidin), 6.20 (d, J = 17.3 Hz, 1H, -CH=CH-), 7.10 (d, 
J = 17.3 Hz, 1H, -CH=CH-), 7.16 (s, 2H, 2×Ar-H), 7.99 (t, J = 
2.0 Hz, 1H, piridin), 8.69 (d, J = 1.6 Hz, 1H, piridin), 8.80 (d, J 
= 1.6 Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
/ 
IR (KBr) ῡ = 3053, 2923, 2233, 1641, 1586, 1562, 1468, 1446, 1415, 1381, 
1335, 1255, 1219, 1163, 1142, 1092, 1024, 971, 898, 778, 715, 
694 cm-1  
MS ESI m/z = 304.3 [M+H]+ 
 
Rezultati (spojina 22) 
Mr 234,12 
H 54 % 
Rf 0,29 (MF: heksan : etil acetat = 3 : 1)  
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ = 2.37 (s, 6H, 2×CH3), 6.60 (d, J = 16.9 Hz, 1H, -CH=CH-), 
7.11 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 2×Ar-H) 7.29 (d, J = 16.9 Hz, 1H, -
CH=CH-), 7.40 (t, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H) 8.07 (t, J = 1.9 Hz, 1H, 
piridin), 8.76 (d, J = 1.8 Hz, 1H, piridin), 8.88 (d, J = 1.8 Hz, 
1H, piridin) ppm 
13C NMR δ = 21.07, 110.13, 116.59, 127.72, 128.07, 128.19, 132.27, 133.54, 
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(400 MHz, CDCl3) 135.32, 135.52, 136.20, 150.54, 151.14 ppm 
IR (KBr) / 
MS ESI m/z = 235.1 [M+H]+ 
 
4.8.2. Sinteza 3-(2,6-dimetil-4-(pirolidin-1-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il) piridina (23) 
 
Reakcija  
 
Postopek 
V 25-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 21 (75,0 mg, 0,247 mmol) in jo raztopili v 5 mL 
DMF. Nato smo k reakcijski zmesi dodali NaN3 (17,7 mg, 0,272 mmol) ter NH4Cl (14,5 mg, 
0,272 mmol). Zmes smo segrevali 18 ur pri 100 °C. Uspešnost poteka reakcije smo preverili s 
tankoplastno kromatografijo ter ugotovili, da končna spojina 23 vsebuje neznane nečistote. 
Zaradi majhne količine zmesi ekstrakcije nismo izvedli, temveč preostanek le uparili z 
rotavaporjem. S kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1 + 1% CH3COOH) 
smo v nadaljevanju očistili produkt 23.  
Rezultati 
Mr 346,19 
H 41 % 
Rf 0,69 (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1 + 1% CH3COOH)   
Tt > 340 °C 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO) 
δ = 2.09-2.13 (m, 4H, pirolidin), 2.51 (s, 6H, 2×CH3), 3.37-3.44 
(m, 4H, pirolidin), 6.88 (d, J = 16.7 Hz, 1H, -CH=CH-), 7.11 (s, 
1H, tetrazol), 7.34 (s, 2H, 2×Ar-H), 7.50 (d, J = 16.7 Hz, 1H, -
CH=CH-), 8.25 (t, J = 2.3 Hz, 1H, piridin), 8.80 (d, J = 2.1 Hz, 
1H, piridin), 9.16 (d, J = 2.1 Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, DMSO) 
/ (zelo slaba topnost spojine) 
Lea Vidmar: Načrtovanje in sinteza 3-vinilpiridinskih zaviralcev ligaz Mur 
 
34 
 
IR (KBr) ῡ = 3385, 2476, 2027, 1635, 1577, 1491, 1443, 1408, 1380, 1246, 
1142, 1109, 1033, 980 cm-1 
MS ESI m/z = 347.2 [M+H]+ 
HRMS izmerjena vrednost: 347.1927 (izračunana vrednost za 
C20H23N6: 347.1925) 
4.9. Sinteza 3-(2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il) piridina (24) 
 
Reakcija 
 
Postopek 
V 20-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 22 (40,0 mg, 0,171 mmol) in jo raztopili v 5 mL 
DMF. Nato smo k reakcijski zmesi dodali NaN3 (12,2 mg, 0,188 mmol) ter NH4Cl (10,0 mg, 
0,188 mmol). Zmes smo segrevali 18 ur pri 100 °C. Zaradi majhne količine zmesi ekstrakcije 
nismo izvedli, temveč preostanek le uparili z rotavaporjem. S kolonsko kromatografijo (MF: 
CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1 + 1% CH3COOH) smo v nadaljevanju očistili produkt 24.  
Rezultati 
Mr 277,13 
H 97 % 
Rf 0,67 (MF: CH2Cl2 : MeOH = 2 : 1 + 1% CH3COOH)   
Tt > 340 °C 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO) 
δ = 2.52 (s, 6H, 2×CH3), 6.79 (s, 1H, tetrazol), 6.87 (d, J = 16.4 
Hz, 1H, -CH=CH-), 7.11 (d, J = 1.2 Hz, 2H, 2×Ar-H) 7.66 (d, J 
= 16.4 Hz, 1H, -CH=CH-), 7.88 (t, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-H) 9.00 (t, 
J = 2.1 Hz, 1H, piridin), 9.11 (d, J = 1.9 Hz, 1H, piridin), 9.26 
(d, J = 1.9 Hz, 1H, piridin) ppm 
13C NMR 
(400 MHz, DMSO) 
/ (zelo slaba topnost spojine) 
IR (KBr) ῡ = 3371, 3051, 2943, 2825, 2597, 2056, 1640, 1573, 1527, 1463, 
1391, 1341, 1263, 1231, 1152, 1087, 1065, 1034, 991 cm-1 
MS ESI m/z = 278.1 [M+H]+ 
HRMS izmerjena vrednost: 278.1401 (izračunana vrednost za 
C16H16N5: 278.1400) 
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4.10. Sinteza 3-(2,6-dimetil-4-(piridin-2-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il) piridina (26) 
4.10.1. Sinteza 5-(2,6-dimetil-4-(piridin-2-il)stiril) 3-cianopiridina (25) 
 
Reakcija 
 
Postopek 
V 25-mililitrsko bučko smo odpipetirali 1 mL H2O, 1 mL etanola in 1 mL toluena. Mešanico 
topil smo prepihovali z argonom približno 10 minut ter nato v bučko dodali spojino 10 (340,0 
mg, 1,090 mmol), spojino 7 (160,1 mg, 1,300 mmol), K2CO3 (300,1 mg, 2,170 mmol) in 
Pd[(C6H5)3P]4 (125,5 mg, 0,109 mmol). Vse skupaj smo zaščiteno pred vplivom zraka 
segrevali 18 ur pri 75 ° C. Po končani reakciji smo zmes ohladili na sobno temperaturo in 
odparili topilo, saj bi predvsem etanol lahko motil ekstrakcijo. Suh preostanek smo poskušali 
raztopiti v etil acetatu, a se le ta ni raztapljal. K zmesi smo dodali vodo, vendar je kljub temu 
nekaj snovi ostalo v trdni obliki. Odločili smo se, da poskusimo trdni preostanek raztopiti s 
pomočjo ultrazvoka, kar se je izkazalo za pravilno potezo. Sledila je ekstrakcija. Reakcijsko 
zmes smo prenesli v lij ločnik, dodali 50 mL etil acetata in ekstrahirali z vodo (2 x 10 mL). 
Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaCl in združene organske faze sušili z 
brezvodnim Na2SO4. Zatem smo odfiltrirali sušilno sredstvo ter preostalo raztopino z 
rotavaporjem odparili do suhega. Nadaljevali smo z ločbo s pomočjo kolonske kromatografije 
(MF: kloroform : etil acetat : metanol = 5 : 6 : 1). Ločili smo dve lisi. Združili smo frakcije s 
posamezno liso in odparili topilo na rotavaporju. S pomočjo masne spektroskopije ter visoko 
tlačne tekočinske kromatografije smo identificirali želeni produkt 25. Zaradi majhne mase 
nastale spojine (10 mg), nismo nadaljevali s pripenjanjem tetrazolnega obroča, temveč smo 
poskusili pridobiti želeni produkt z drugačnimi pogoji reakcije (Grignardova reakcija). 
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4.10.2. Sinteza 5-(2,6-dimetil-4-(piridin-2-il)stiril) 3-cianopiridina (Grignardova 
reakcija) (25) 
 
Reakcija 1 
 
Postopek 1 
V 20-mililitrsko bučko smo zatehtali spojino 10 (170, 0 mg, 0,543 mmol) in k njej 
odpipetirali 5 mL THF. K reakcijski zmesi smo z avtomatskim kapalnikom počasi dodajali 
C3H17ClMg (298,5 mmL, 0,597 mmol, pretok: 10 µL/min). Reakcijsko zmes smo med 
dodajanjem mešali pri –20 °C. 
Reakcija 2  
 
Postopek 2 
Po končani reakciji 1 smo nastalo spojino 27 (159,1 mg, 0,543 mmol, pretok: 0,3 mL/min) 
kapljali v bučko z 5 mL THF, 2-bromopiridinom (85,8 mg, 0,543 mmol) ter Pd(PPh3)4 (62,7 
mg, 0,054 mmol). Reakcijsko zmes smo med dodajanjem spojine 27 vzdrževali na –20 °C, 
nato mešali pri sobni temperaturi še 18 ur. Po končani reakciji smo preverili uspešnost 
reakcije s tankoplastno kromatografijo. Po razvijanju v ustrezni mobilni fazi (heksan : aceton 
= 10 : 1) smo identificirali liso pripadajočo 2-bromopiridinu ter neznano liso. S pomočjo 
NMR spektrov smo ugotovili, da neznana lisa pripada spojini 10. Reakcija torej ni potekla. 
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4.10.3. Sinteza 3-(2,6-dimetil-4-(piridin-2-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il) piridina (26) 
 
Reakcija 
 
Postopek  
Zaradi premajhne nastale količine spojine 25 pri reakciji 4.10.1. oziroma zaradi neuspešne 
reakcije 4.10.2., reakcijo sinteze 3-(2,6-dimetil-4-(piridin-2-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il) 
piridina (26) nismo izvajali. 
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5. RAZPRAVA IN REZULTATI 
5.1. RAZPRAVA  O SINTEZNIH POSTOPKIH 
Osnovo za pripenjanje različnih spojin (1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7) je predstavljal 5-(4-bromo-2,6-
dimetilstiril)-3-cianopiridin (10). Spojino 10 smo sintetizirali preko reakcij pripajanja v dveh 
korakih. V prvi stopnji smo s pomočjo Stillove reakcije tvorili C–C vez med 3-bromo-5-
izocianopiridinom (8) in vinilno skupino tributilstanil etilena.  
 
 
                         8                                                                                            9 
Pri reakciji se uporablja paladijev katalizator. Začetek katalitskega cikla predstavlja 
oksidativna adicija, pri kateri pride do tvorbe kompleksa med organskim halogenidom ter 
paladijevim katalizatorjem. Sledi reakcija transmetilacije, kjer poteče substitucija aktiviranega 
nukleofilnega dela stananskega liganda s halogenidnim delom oksidativnega kompleksa. Na 
koncu sledi reakcija reduktivne eliminacije, tvori se C-C vez (slika 21) (16).  
 
Slika 21: Splošni reakcijski mehanizem Stillove reakcije (16). 
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V drugi stopnji sinteze želene spojine 10 smo izvedli sklopitev produkta Stillove reakcije, 5-
vinil-3-cianopiridina, s 5-bromo-2-jodo-1,3-dimetilbenzenom.  
      
                                                                                         10 
Poslužili smo se reakcijskega mehanizma Heckove reakcije. Prav tako kot pri Stillovi reakciji 
se tudi tu uporablja paladijev katalizator. V prvi fazi katalitskega cikla poteče oksidativna 
adicija (I). Paladij se vrine v aril-jodidno vez in tvori ∏ kompleks s 5-vinil-3-cianopiridinom. 
Slednji se v nadaljevanju vrine v Pd-arilno vez v reakciji sin adicije (II). Sledi reakcija β-H 
eliminacije (III), pri kater pride do tvorbe sklopitvenega produkta (10) ter Pd-H kompleksa. V 
zadnji stopnji, pri reakciji reduktivne eliminacije (IV), paladij v prisotnosti baze ter tri(o-tolil) 
fosfina izstopi iz kompleksa ter preide v osnovno aktivirano stanje, Pd(0) (slika 22) (17,18). 
 
Slika 22: Splošni reakcijski mehanizem Heckove reakcije (17). 
 
Reakcijske pogoje Heckove reakcije smo uporabili tudi pri sintezi 5-(4-hidroksi-2,6-
dimetilstiril) 3-cianopiridina (19). 
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Po pridobitvi sintetizirane spojine 10 so sledile reakcije optimizacije. Pri sinteznih postopkih 
smo se posluževali dveh tipov reakcijskih mehanizmov, Suzukijeve ter Buchwald-Hartwigove 
reakcije.  
Spojine 2, 4 in 7 smo na spojino 10 pripeli z reakcijskimi pogoji Suzukijeve reakcije. 
Prednosti te reakcije so v lahki dobavljivosti boronskih kislin in njihovi nizki toksičnosti ter 
lahki odstranitvi anorganskih snovi, ki sodelujejo ali nastajajo pri reakciji. V primerjavi z 
zgoraj opisanima reakcijama se tu za topilo lahko uporablja voda oziroma mešanica vode ter 
organskega topila, kar naredi reakcijo prijaznejšo okolju (19, 20).   
Katalitski cikel Suzukijeve reakcije se začne z oksidativno adicijo, pri kateri pride do 
oksidacije katalizatorja. V našem primeru je to paladij, ki razdre C-halogensko vez, s tem ko 
tvori kompleks s spojino 10. Pri sledeči reakciji transmetilacije ima pomembno vlogo dodana 
baza, K2CO3. Dodatek baze pospeši prenos substituenta boronske kisline na tvorjeni 
kompleks med paladijem ter spojino 10. V zadnjem koraku cikla, pri reakciji reduktivne 
eliminacije, Pd(II) kompleks eliminira produkt. Tvori se C-C vez (slika 23) (21). 
 
Slika 23: Splošni reakcijski mehanizem Suzukijeve reakcije (21). 
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Pri pripenjanju spojin 1, 3 in 6 na osnovno spojino 10 smo uporabili Buchwald-Hartwigov tip 
reakcije, s pomočjo katere smo tvorili želeno C-N vez z uporabo paladijevega katalizatorja. 
Reakcijski mehanizem je podoben kot pri reakcijah, katerih produkt je posledica tvorbe C-C 
vezi. Katalitski cikel se začne z oksidativno adicijo aril halogenida, spojine 10, na aktiviran 
paladijev katalizator, Pd(0). Odraz reakcije je tvorba kompleksa, na katerega se v 
nadaljevanju veže dodani amin. Reakcijski pogoji Buchwald-Hartvigove reakcije narekujejo 
dodatek baze k reakcijski zmesi, ki povzroči deprotonacijo Pd-amin kompleksa. V zadnji fazi 
katalitskega cikla lahko poteče reakcija reduktivne eliminacije, katere produkt je arilamin, ali 
reakcija β-H eliminacije pri kateri nastaneta aren in imin (slika 24). Reakcija se obrne v smer 
reduktivne eliminacije z dodatkom fosfinskih ligandov, ki tvorijo komplekse s paladijevim 
katalizatorjem in s tem predstavljajo veliko sterično oviro. V našem primeru smo k reakciji 
dodali Xantphos, 4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilksanten. Prav tako k reduktivni eliminaciji 
pripomorejo amidi z dodanimi substituenti, ki povečajo nukleofilnost (22, 23, 24). 
 
Slika 24: Splošni reakcijski mehanizem Buchwald-Hartwigove reakcije (22). 
 
Reakcijski pogoji reakcij so bili v večini primerov ustrezni, na težavo smo naleteli le pri 
pripenjanju spojine 7. Uporabili smo Suzukijev tip reakcije, a se le-ta ni izkazal za 
učinkovitega. Odločili smo se, da preizkusimo sintetizirati želeni produkt s pomočjo 
Grignardovega reagenta. 
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                      X = Cl, Br, I 
V reakciji sinteze Grignardovega reagenta sodelujejo alkilni oziroma arilni halogenidi in 
magnezij. Za topilo lahko uporabimo eter ali tetrahidrofuran (THF), medtem ko voda in 
alkoholi niso primerni. Prišlo bi do inaktivacije Grignardovega reagenta, zaradi vezave z 
vodikom, ki pripada vodi oziroma alkoholu. Reagent ni stabilen na zraku, zato smo reakcijsko 
zmes prepihovali z argonom. Reakcija se začne počasi, kar je značilno za reakcije med 
trdnimi snovmi in tekočinami. Iniciaciji sledi indukcija, kjer se reaktivni magnezij izpostavi 
organskemu reagentu. Magnezij ima dva elektrona v zunanji lupini, ki jih želi oddati. V 
prvem koraku lahko arilnemu halogenidu odda le en elektron. Po indukciji postane reakcija 
zelo eksotermna. Sledi homolitska cepitev negativno nabitega alkilnega halogenidnega 
radikala. Nastane alkilni radikal, ki tvori vez z magnezijevim radikalom. Končni produkt, 
Grignardov reagent, nastane s tvorbo vezi med R-Mg+ in anionom halogenida (25, 26, 27). 
R – X   +  : Mg                  R – X∙-  +  Mg∙+ 
R – X∙-                   R∙  +   X- 
R∙  +   Mg∙+                   R – Mg 
R – Mg+  +  X-                    R – Mg - X 
Po pridobitvi reagenta je sledila reakcija nukleofilne substitucije med Grignardovim 
reagentom ter 2-bromopiridinom. S pomočjo spektroskopskih metod smo ugotovili, da 
reakcija ni potekla. Eden izmed vzrokov je lahko nepopolna zaščita reakcije pred vplivom 
zraka.  
Vsem pridobljenim spojinam sintetiziranim po zgornjih reakcijskih mehanizmih smo na 
koncu zamenjali ciano skupino s tetrazolnim obročem. To smo storili z 1,3-dipolarnimi 
cikloadicijami azida na ciano skupino omenjenih organskih produktov. Reakcija je potekala v 
DMF pri 100 °C. K zmesi smo dodali še NH4Cl, ki je bil odgovoren za aktivacijo NaN3. 
Produkte smo očistili s kolonsko kromatografijo. K združenim frakcijam želene spojine smo 
dodali HCl ter tako dobili končne spojine v obliki kristalov.  
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5.2. BIOKEMIJSKO TESTIRANJE 
Biokemijska testiranja so bila opravljena na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Preverili smo 
zaviralno delovanje sintetiziranih spojin 12, 14, 16, 20, 23 in 24 na encime MurC, MurD, 
MurF ter MurE bakterije Escherichia coli. Rezultati testiranja so podani v spodnji preglednici. 
Preglednica 1: Rezultati biokemijskega testiranja. 
OZNAKA 
SPOJINE 
STRUKTURNA 
FORMULA SPOJINE 
RA 
[%];  
100 
µM 
MurC 
RA 
[%]; 
100 
µM 
MurD 
RA 
[%]; 
100 
µM 
MurF 
RA 
[%]; 
100 
µM 
MurE 
MIC 
E. coli 
 
12 
 
85% 86% 62% 70% 
>0.25 
mM 
 
14 
 
86% 
11% 
(IC50 = 
27 µM, 
Hill = 
0,999) 
11% 
(IC50 = 
37 µM, 
Hill = 
1,1) 
48% 
(IC50 = 
62 µM, 
Hill = 
0,6) 
>0.25 
mM 
 
16 
 
95% 
26% 
(IC50 = 
33 µM, 
Hill = 
1,14) 
53% 
(IC50 = 
64 µM, 
Hill = 
1,3) 
93% 
>0.25 
mM 
 
20 
 
85% 
34% 
(IC50 = 
37 µM, 
Hill = 
1,2) 
52% 
(IC50 = 
63 µM, 
Hill = 
1,3) 
50% 
>0.25 
mM 
 
23 
 
78% 99% 71% 84% 
>0.25 
mM 
 
24 
 
90% 
9% @ 
500 µM 
(IC50 = 
27 µM, 
Hill = 
1,46) 
25% @ 
500 µM 
(IC50 = 
92 µM, 
Hill = 
1,1) 
49% 
(IC50 = 
113 
µM, 
Hill = 
0,5) 
>0.25 
mM 
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Zaviralno delovanje sintetiziranih spojin smo vrednotili z določevanjem sproščenega 
anorganskega fosfata, ki je nastal pri hidrolizi ATP. Sproščeno količino fosfata smo 
določevali spektrofotometrično pri 650 nm s pomočjo barvila BIOMOL Green, ki je le-tega 
obarval. Katalitična aktivnost encima se ob prisotnosti zaviralnih spojin zniža. Množina 
nastalega fosfata je zato manjša kot pri kontroli, kjer ni dodanih zaviralcev. 
Vrednosti rezidualnih aktivnosti (RA) v preglednici nam povejo, v kolikšni meri sintetizirane 
spojine 12, 14, 16, 20, 23 in 24 zavirajo delovanje encimov MurC, MurD, MurE ter MurF. 
Izražene so v odstotkih in predstavljajo razmerje med katalitično aktivnostjo encima v 
prisotnosti testirane zaviralne spojine in aktivnostjo encima v odsotnosti zaviralne spojine. 
Manjše vrednosti RA nakazujejo na zaviralno delovanje sintetiziranih spojin, medtem ko 
spojine z višjimi vrednostmi RA ne zavirajo delovanja encimov. Pri interpretaciji rezultatov je 
potrebno upoštevati vrednost eksperimentalne napake. Za spojine z vrednostmi RA med 80 in 
100 % predpostavimo, da nimajo zaviralnega delovanja na testirane encime. 
V preglednici so poleg RA vrednosti podane tudi inhibitorne koncentracije spojin (IC50) ter 
Hillovi koeficienti. IC50 nam pove, koliko spojine je potrebno za zaviranje 50 % delovanja 
encima, medtem ko Hillov koeficient opisuje kooperativnost interakcije zaviralca in encima. 
Višje vrednosti koeficienta nakazujejo na večjo verjetnost agregacije sintetiziranih spojin, kar 
opazimo pri spojini 24. 
Pred izvajanjem analiznih postopkov smo predpostavljali vezavo sintetiziranih spojin v 
vezavno mesto ATP molekule. S piridinskim delom spojin smo posnemali adeninski del ATP 
molekule. Z modifikacijo furanskega dela spojin smo želeli doseči večje število interakcij 
zaviralne spojine z vezavnim mestom v encimu in s tem povečati zaviralno delovanje 
sintetiziranih spojin.  
Iz preglednice je razvidno, da sintetizirane spojine nimajo zaviralnega delovanja na encim 
MurC. Spojini 12 in 23 sta se izkazali za praktično neaktivni. Spojini 12 smo pripeli 
piperidin-2-on (1), spojini 23 pa pirolidin (6). Zanimiva je primerjava teh spojin s spojino 16, 
na katero smo vezali pirolidin-2-on (3). Na prvi pogled so si ti trije fragmenti dokaj podobni, 
predvsem za spojini 12 in 16 smo sklepali, da bodo tvorile podobne interakcije z vezavnim 
mestom. Kljub neučinkoviti spojini 12 je prisotnost karbonilne skupine v fragmentu očitno 
pomemben dejavnik, ki prispeva k zaviralnemu delovanju spojin. Sklepamo lahko, da manjši 
petčlenski fragment izpostavi kisik na bolj dostopno mesto za tvorbo vezi v primerjavi s 
šestčlenskim piperidin-2-onom. Obe spojini, 14 in 20, vsebujeta hidroksilno skupino v 
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pripetih spojinah, ki prav tako predstavlja dodatne možnosti interakcij z vezavnim mestom. 
Velikost fragmenta v tem primeru ni odločilen dejavnik učinkovitosti, a lahko sklepamo, da 
fenilni del v spojini 2 nudi dodatne možnosti interakcij (npr. ∏-∏ interakcij). Pravzaprav 
lahko glede na zaviralno delovanje spojine 24 ovržemo predpostavko, da je za učinkovitejše 
delovanje sploh potreben fragment na mestu vezanega broma v izhodni spojini 10. 
Na zaviralno delovanje spojine vplivajo interakcije, ki jih spojina tvori z vezavnim mestom v 
encimu, prostorska razporeditev spojine ter njena velikost, pomemben dejavnik učinkovitosti 
je tudi porazdelitveni koeficient spojine. Na spodnjem primeru vezave ADP z encimom ligaza 
MurD so prikazane interakcije z aminokislinskimi ostanki, ki pripomorejo k vezavi spojine v 
aktivno mesto encima (slika 25). V encimu so lahko prisotne tudi molekule vode. Spojine, ki 
so zmožne tvoriti dodatne H-vezi, kažejo večji potencial za zaviranje encimskega delovanja. 
 
Slika 25: Interakcije ADP molekule z vezavnim mestom encima ligaza MurD (28). 
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6. SKLEP 
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali derivate 3-vinilpiridina, spojine s potencialno 
zaviralnim delovanjem na encime, ki sodelujejo pri biosintezi celične stene. Spojine smo 
načrtovali s pomočjo do takrat znanih ugotovitev ter z metodo virtualnega rešetanja, ki je 
predpostavila vezavo spojin z vezavnim mestom encimov ligaz Mur. Spojine naj bi se vezale 
v vezavno mesto ATP molekule, na podlagi česar smo tudi naredili načrt sinteze. Vzporedno z 
magistrsko nalogo je neodvisno potekala NMR študija vezave glavnega zadetka s furanskim 
obročem v vezavna mesta ligaze MurD. Ob koncu raziskovalne naloge je raziskovalcem na 
Kemijskem inštitutu uspelo določiti način njegove vezave v encim ligaza MurD. Postavljene 
hipoteze so se izkazale za napačne, sintetizirane spojine se namreč vežejo v vezavno mesto 
substrata. Kljub temu smo sintetizirali spojine s potencialno zaviralnim delovanjem na 
nekatere encime ligaz Mur. 
Pri izvajanju sinteznih postopkov nismo naleteli na večje težave. Izhajali smo iz 3-bromo-5-
izocianopiridina (8). Preko reakcij pripajanja smo sintetizirali 5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-3-
cianopiridin (10), ki je predstavljal našo osnovno spojino za nadaljnje optimizacije. Pri sintezi 
smo se posluževali reakcij pripajanja ter sklopitvenih reakcij. Preko reakcijskih mehanizmov 
Heckove, Stillove, Suzukijeve ter Buchwald-Hartvigove reakcije smo sintetizirali šest 
končnih spojin, izmed katerih so se 4 izkazale za potencialne zaviralce encimov ligaz Mur. 
Težavo nam je predstavljala sinteza 3-(2,6-dimetil-4-(piridin-2-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il) 
piridina (26). Po neuspelih poskusih sinteze z reakcijami pripajanja smo uporabili še metodo 
sinteze z Grignardovim reagentom, ki pa se je prav tako izkazala za neuspešno. Vzrok 
pripisujemo nepopolni zaščiti reakcijske zmesi pred vplivom zraka. Produkte vmesnih stopenj 
sinteze smo čistili z ekstrakcijo, končne spojine pa s pomočjo kolonske kromatografije. 
Zaradi znanega mehanizma delovanja in znane kristalne strukture ostajajo ligaze Mur v vrhu 
seznama novih razvojnih tarč protibakterijskih učinkovin. Spojine, sintetizirane tekom našega 
eksperimentalnega dela, predstavljajo odlično osnovo za nadaljnji razvoj in optimizacijo na 
področju zaviralcev ligaz Mur. 
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